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R · . * esume: 
Le champignon toxique Aman·U:a v..ùw,ôa que l'on retrouve en abondance 
dans le Parc de la Mauricie contient deux groupes de peptides: les PHALLOTOXI~~S et 
les VIROTOXINES. Le premier groupe est bien connu, mais on ne sait encore presque 
rien des virotoxines. 
Les travaux effectués sur les phallotoxines par l'équipe de Wieland en 
Allemagne, montrent que la principale toxine de ce groupe, la phallo~dine, est un hep-
tapeptide bicyclique qui réagit spécifiquement avec l'actine. L'actine est une protéi 
ne contractile impliquée dans le mécanisme de la contraction musculaire qui joue aussi 
un rôle dans la motilité des cellules non musculaires. L'actine peut être retrouvée 
sous deux formes: une dite globulaire (G-actine) et l'autre filamenteuse (F-actine). 
La phallo~dine favorise la polymérisation irréversible de l'actine G en actine F et 
stabilise cette dernière contre certains agents dénaturants ou déstabilisants tels: 
l'iodure de potassium, la DNAse l, les protéases, la cytochalasine B, la chaleur, 
l'acide osmique, etc . 
Le but de cette thèse est d'étudier plus en détail les propriétés des 
virotoxines et de comparer leurs activités respectives sur l'actine du muscle de la-
pin. 
Dans un premier temps, nous avons travaillé avec des extraits bruts de 
champignons, appelés virotoxines A et virotoxines B, puis nous avons réussi à séparer 
par chromatographie en phase liquide préparative les virotoxines en leurs 5 fractions" 
soit: l' [Ala l } -viro~dine, la viro~sine, la désoxoviro~sine, la viroidine et la déso-
xoviro~dine. 
Une étude systématique de l'interaction de ces peptides avec l'actine 
a ensuite été entreprise. 
le, que les 5 virotoxines 
Nos résultats montrent par spectrophotométrie différentiel-I 
interagissent avec la F-actine. L'effet de celles-ci sur 
* Le résumé doit être dacty lograph ié à double ill/er/igne 
l'accélération de la polymérisation de l'actine a été mis en évidence par yisco-
simétrie et diffusion de lumière. Nous ayons aussi montré, par viscosimétrie et 
spectrophotométrie, que ces peptides stabilisaient les filaments d'actine contre 
l'effet de l'iodure de potassium, de la chaleur, des protéases, de la DNAse I, de 
la cytochalasine B et de l'acide osmique. 
En conclusion, les virotoxines ont les mêmes effets que la phallordine 
sur l'actine ~n V~VO. D'autre part, nous avons montré que les 5 virotoxines sont 
toutes aussi actives sur l'actine, ,malgré la variabilité de leurs chaînes latérales, 
sauf en ce qui concerne la protection contre la dégradation par l'acide osmique, 
où la viro~sine et la virordine préservent beaucoup plus l'actine que leurs homolo-
gues désoxo. Cependant, la structure même de ces peptides suggère que le mécanisme 
d'interaction entre les virotoxines et l'actine est différent de celui de la phal-
lordine. 
Cette recherche revêt une double importance. Elle permet de mieux 
caractériser ce champignon mortel qui semble être une espèce unique. D'autre 
part, les virotoxines, par leur action spécifique sur l'actine, sont un outil 
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PREFACE 
Les champignons toxiques Amanita phallofdes, Amanita Verna 
et Amanita virosa cont.iennent deux familles de composés toxiques: les 
amatoxines et les phallotoxines, dont la phallo~dine est le constituant 
le plus connu. L'Amanita virosa contient en plus un nouveau groupe de 
peptides identifiés récemment: les virotoxines, qui sont l'objet de ce 
projet de recherche. 
Depuis longtemps les phallotoxines ont attiré l'attention des 
biochimistes à cause de leur grande affinité pour l'actine, une protéine 
contractile impliquée dans le mécanisme de la contraction musculaire et 
dans la motilité des cellules non-musculaires. En effet, les travaux 
effectués par l'équipe de Wieland en Allemagne montrent que la phalloI-
dine réagit spécifiquement avec l'actine. Elle favorise la polymérisa-
tion irréversible de l'actine G en actine F et stabilise cette dernière 
contre certains agents dénaturants ou déstabilisants tels: l'iodure de 
potassium, la DNAse l, les protéases, la cytochalasine B, la chaleur, 
l'acide osmique, etc ••• La diminution d'actine monomérique observée 
dans les foies d'animaux empoisonnés à la phalloIdine entraîne donc une 
série de perturbations au niveau physiologique. 
La plus grande partie du travail analytique effectué chez les 
peptides toxiques de l'espèce Amanita, sauf dans le cas des virotoxines, 
fut entreprise par une équipe d'Allemagne avec le champignon Amanita 
phallofdes et ceci pour deux raisons. D'abord, aucune autre amanite ne 
produit une telle variété de composés biologiquement actifs. La seconde 
raison est la plus grande disponibilité de cette espèce en Europe de 
l'ouest. Ceci explique pourquoi l'étude d'autres amanites moins fréquen-
tes comme l'Amanita virosa ne fut entreprise que récemment par l'équipe 
de Wieland. 
Notre intérêt pour les virotoxines est dû au fait que ces to-
xines n'ont été signalées que chez le champignon Amanita virosa, que 
l'on retrouve en abondance dans le Parc de la Mauricie. Puisque ce cham-
pignon est toxique, nous considérions qu'une étude des propriétés des 
virotoxines pourrait apporter des informations supplémentaires sur le 
mécanisme d'empoisonnement :par les amanites. 
Le premier chapitre appelé "Introduction", traite principale-
ment des connaissances actuelles sur la phallordine et décrit les raisons 
qui nous ont amenffià entreprendre la présente étude. Puis viennent les 
sections "Matériel et méthodes" et "Résultats". Le quatrième chapitre 
discute des méthodes utilisées et des résultats que nous avons obtenus, 
parallèlement à d'autres études provenant des laboratoires de Wieland et 
qui viennent compléter nos résultats. Nous terminons avec la dernière 
partie, la conclusion finale de ce travail. 
Soulignons que ce travail a déjà fait l'objet de deux communi-
cations à l'ACFAS en 1981, d'un article qui est sous presse dans la revue 
Canadienne de biologie et de deux autres dont la rédaction est en cours. 
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CHAPITRE l 
INTRODUCTION 
1.0 DESCRIPTION GENERALE DES AMANITES 
Le genre Amanita appartient à la famille des Agarics, qui re-
présente la plus grande famille des champignons charnus (120). Au Québec, 
on rencontre sept espèces: l'Amanite des Césars, considérée par plusieurs 
comme le meilleur des champignons sauvages; l'Amanite citrine, amère et 
sans valeur culinaire; l'Amanite porphyre, comestible mais de très mau-
vais goût; l'Amanite rougissante, comestible, qui nécessite une cuisson 
prolongée; l'Amanite tue-mouche, vénéneuse et hallucinogène; l'Amanite 
vaginée, bon comestible s'il est consommé cuit et finalement l'Amanite 
vireuse, qui est mortelle (99). L'Amanite vireuse aussi appelée "Ange 
de la mort" se retrouve surtout au sud du Québec où il est très fréquent 
dans les bois feuillus et les forêts mixtes. Il affectionne particuliè-
rement les terrains siliceux , sablonneux et humides (3, 5, 69). Deux 
autres Amanites peuvent aussi causer la mort mais n'ont pas été signalées 
dans nos régions jusqu'à maintenant. Il s'agit de l'Amanite phallo~de et 
de l'Amanite printanière (124). 
2 
2.0 SYMPTOMATOLOGIE DE L'INTOXICATION PAR LES AMANITES CHEZ L'HOMME 
La première caractéristique de cette intoxication est l'appari-
tion tardive des symptômes. En effet, les premiers malaises apparaissent 
en moyenne 10 à 12 heures après l'ingestion du champignon et peuvent mê-
me ne survenir qu'après 48 heures. Au début, les principaux malaises se 
manifestent par des douleurs gastro-intestinales avec concomitance de vo-
missements incessants et de diarrhées, responsables d'une déshydratation 
grave. Si des soins médicaux ne sont pas administrés à cette étape, l'in-
dividu peut mourir durant cette phase de l'empoisonnement (5). 
La seconde caractéristique de cette intoxication est une pério-
de d'accalmie relative succédant aux premiers accès et qui peut donner une 
fausse impression de rétablissement complet. Cette période peut durer de 
10 à 24 heures et même davantage, mais elle se termine par la récurrence 
des mêmes symptômes. Ces crises successives sont entrecoupées par des 
apaisements de plus en plus courts. Puis s'ajoutent l'atteinte hépatique, 
l'atteinte rénale, la léthargie, parfois le délire et enfin le coma (5). 
Après 5 à 8 jours généralement, la personne intoxiquée s'éteint 
graduellement en montrant d'autres signes cliniques comme des convulsions. 
Même lorsqu'il y a survie, le malade reste dans un état de faiblesse ex-
trême pendant des semaines et peut souffrir de séquelles pénibles comme 
l'insuffisance rénale chronique. Notons que le taux de mortalité, très 
élevé, atteint 80% (5, 125). 
3 
3.0 L'AMANITA VIROSA 
3.1 Morphologie de l'Amanita virosa 
Le chapeau est lisse et d'un blanc très pur. On peut facile-
ment le distinguer des autres espèces blanches, car il devient jaune d'or 
sous l'action de la potasse. Chez le champignon jeune, le chapeau se 
présente d'abord sous forme de cloche, puis il devient convexe et finale-
ment étalé (4 à 12 cm). Il est brillant et satiné par temps sec, mais 
visqueux lorsque la température est fraîche et humide. Sa marge se mon-
tre lisse ou ondulée, frangée floconneuse, souvent obliquement prolongée 
et descendante d'un côté (3, 5, 59, 100). 
Les lamelles sont libres, plus larges vers le pourtour que vers 
le pied, serrées, arrondies aux deux extrémités et blanches à arête flo-
conneuse (3, 5, 59, 100). 
Le pied est élancé, raide, ferme, charnu et fibreux, cylindri-
que et nettement marqué de peluches. Il s'amincit légèrement vers le 
sommet et peut atteindre une longueur de 7 à 9 cm. Il est terminé par 
un bulbe globuleux ou ovorde, engainé d'une volve membraneuse, blanchâ-
tre, épaisse et déchirée qui souvent se colle sur le pied (3, 5, 59, 100). 
Le pied possède aussi un anneau situé près du sommet sous les 
lamelles. L'anneau est blanc, membraneux, large et fragile et peut dis-
paraître avec l'âge. Quand le champignon est jeune, l'anneau est suspen-
4 
du à la marge du chapeau, mais avec l'âge, il se rabat sur le pied (3, 5, .59, 
100). Les spores sont blanches, lisses, rondes ou presque rondes. Leur 
diamètre est de 6 à 10 ~m. 
3.2 Description des toxines 
Le champignon Amanita virosa contient deux principaux groupes 
de toxines: la phallo!dine, bien connue, et les virotoxines qui font l'ob-
jet de ce travail. 
3.2.1 La phallo!dine 
La plus grande .partie du travail analytique fait par d'autres 
auteurs sur la phallo!dine a été entrepriresur la phallo!dine provenant 
du champignon Amanita phallofdes. Cette toxine a été isolée de l'Amanita 
phallofdes en 1955 par Wieland (145). La présence de la phallofdine chez 
l'Amanita virosa fut démontrée par Faulstich en 1974 (32) et confirmée par 
Malak en 1976 (83). Contrairement à l'Amanita virosa qui ne contient 
qu'une seule phallotoxine: la phalloidfne, l'Amanita phallofdes comprend 
plusieurs autres phallotoxines (21, 23, 31, 92, 94). 
3.2.1.1 Propriétés de la phallofdine 
La phallofdine est un heptapeptide bicyclique très stable, de 
poids moléculaire d'environ 800 daltons (96, 118, 126). Sa structure est 
représentée sur la figure 1. Elle est incolore, principalement cristal-
line et soluble dans l'eau, le méthanol et autres solvants organiques 
polaires (24). 
3.2.1.2 Effets de la phallofdine sur l'actine in vitro 
Le mécanisme de toxicité de la phallofdine est relié à sa gran-
de affinité pour l'actine (77). 
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FIGURE 1. Structure de la pha110rdine (d'après Wieland). 
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(A) L'actine 
L'actine, découverte par Straub en 1942 est une protéine 
faisant partie du complexe actomyosine et qui constitue le filament 
fin du muscle strié (71). C'est donc une protéine contractile impliquée 
dans le mécanisme de la contraction musculaire (75). Cependant, elle 
joue aussi un rôle dans la motilité des cellules non-musculaires et 
peut participer à l'élaboration du cytosquelette (102). 
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L'actine peut se lier à la myosine, ainsi qu'à d'autres protéi-
nes complémentaires (14). Parmi ces protéines se retrouvent entre autres 
la tropomyosine, la troponine, l'alpha-actinine et d'autres protéines liant 
l'actine. Ajoutons que l'actine musculaire et non-musculaire possèdent 
des propriétés physiques, chimiques et structurelles très semblables. 
L'actine existe sous deux formes: une dite globulaire (actine 
monomérique ou actine G) et l'autre filamenteuse (actine polymérisée ou 
actine F). La principale propriété de cette protéine est donc la poly-
mérisation (20, 64). 
L'actine G est constituée d'une seule chaîne polypeptidique 
(Taylor 1972; Weber et Murray 1973) formant une masse globulaire de 5,5 
nm de diamètre (Bendall 1970; Huxley 1969; Laki 1971a; Perry 1967). Son 
poids moléculaire est d'environ 45 000 daltons (Elzinga et al. 1973; Rees 
et Young 1967). Chaque molécule d'actine lie un ion Ca 2+, ainsi qu'une 
molécule d'ATP ou d'ADP avec grande affinité (Gergely 1977), nécessaire 
pour sa polymérisation en actine F. Le filament d'actine est formé de 
deux chaînes de monomères affectant une disposition quasi vermiculaire, 
pouvant atteindre une longueur de 4 à 5 microns, un diamètre moyen entre 
6 et 8 nm et un tour d'hélice d'environ 74 nm. (Hans on et Lowy 1963; 
Laki 1971a; Rozsa et al. 1949). Les deux formes d'actine sont représen-
tées dans le schéma de la page suivante. 
(B) Mode d'action de la pha1101dine au niveau moléculaire: 
- Identification de l'actine comme protéine cible de la pha11ordine. 
L'interaction de la pha110ldine avec l'actine a été mise en é-
vidence en 1972 par Govindan et ses collaborateurs (51). Ceux-ci obser-
vèrent, par microscopie électronique, que des membranes plasmique s iso-
lées de foies de rats empoisonnés par la pha11ofdine, contenaient des pa-
quets de micro filaments associés avec les fragments de membranes. Or, ces 
structures étaient rarement visibles dans les préparations de membranes 
des animaux contrôles. 
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Bien que ces filaments se comportaient différemment de l'actine 
par leur résistance au traitement avec du KI O.6M, la réaction de ces fi-
laments avec la méromyosine lourde, prouve qu'ils étaient constitués d'acti-
ne (77,l37).Ces expériences furent les premières à démontrer que la pha1-
loldine réagissait avec l'actine des cellules de foies de rats. 
La preuve finale de cette interaction fut fournie avec l'actine 
musculaire de lapin, qui, en présence de phalloldine, devenait résistante 
contre les ions chaotropiques (56, 77). Plus tard, il fut montré qu'une 
telle stabilisation représentait l'effet spécifique de la toxine sur l'ac-
tine. L'actine du muscle et celle des cellules du foie se comportant de 
façon très similaire avec la phallofdine, il fut donc décidé d'étudier 
l'interaction toxine-actine avec l'actine musculaire, qui est plus facile 
à préparer (40). 
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Conditions influençant le système F-actine/G-actine. 
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- Mise en évidence de l'interaction pha110fdine-F-actine. 
Wieland et coll. (142, 147) ont montré par spectroscopie diffé-
rentielle que la pha110fdine se liait à l'actine po1ymérique ou oligomé-
rique, formant un complexe 1:1 avec les monomères des filaments. 
Leurs résultats indiquent que le spectre u.v. est changé à 
295 et 305 nm par l'interaction de la toxine avec l'actine. Ces auteurs 
suggèrent que le changement de spectre à 305 nm provient de la partie 
'indo1y1thioéther de la toxine qui participe à l'interaction avec la 
protéine. De plus, des expériences contrôles ont montré que la pha110f-
dine n'interagit pas avec d'autres protéines comme l'albumine, fournis-
sant ainsi la preuve que l'interaction entre la pha110fdine et l'actine 
est spécifique. L'actine ainsi complexée est beaucoup plus stable contre 
divers traitements physiques ou chimiques que l'actine filamenteuse nor-
male. Parmi les agents qui normalement dépolymérisent ou détruisent la 
F-actine, citons les suivants: 
Iodure de potassium 0,6 M: 
L'addition de KI 0,6M dépolymérise instantanément la F-actine. 
Cette dépo1ymérisation se traduit par une chute de viscosité importante 
d'une solution d'actine (77). Cependant, l'addition de KI 0,6M à de la 
F-actine en présence de pha110fdine dépolymérise peu la F-actine, ce qui 
montre que la toxine protège l'actine contre l'action de l'ion chaotropi-
que (16, 73, 77). De plus, la phallo~dine permet quand même une lente 
polymérisation de la G-actine dans le KI 0,6M, réaction qui n'est pas ob-
servée en absence de la toxine. 
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DNAse 1: 
La DNAse l est une protéine qui se lie à la F-actine en for-
mant un complexe 1:1 avec la G-actine (85, 86). Ceci a pour effet d'a-
baisser la viscosité spécifique de la F-actine. 
Il a été démontré que la phallo~dine empêchait la formation 
du complexe G-actine-DNAse l, maintenant ainsi la forme filamenteuse de 
l'actine (111). Plus récemment, les résultats d'expérienc~faites sur 
des complexes actine-DNAse l cristallisés suggèrent que la phallo~dine 
détruit probablement le complexe actine-DNAse l en formant un autre com-
plexe plus fort avec le polymère d'actine (68,74,84). 
Cytochalasine B: 
La cytochalasine B est un métabolite du champignon "Helmintho-
sporium dematioideum". Son action sur l'actine est complexe: D'abord, 
il a été montré par Dancker et ses collaborateurs (15) que la cytochala-
sine B favorisait la polymérisation de l'actine. En ajoutant du MgC12 à 
de la G-actine préalablement incubée avec de la cytochalasine, ces auteurs 
observaient une augmentation de la vitesse de polymérisation. 
D'autre part, il a aussi été démontré que ce métabolite pouvait 
provoquer une rupture réversible du filament d'actine, affaiblissant ainsi 
la structure de ce dernier et inhibant les fonctions cellulaires liées 
aux filaments d'actine (Wessels 1971;, Spudich 1972; Allison 1973; Brenner 
et coll., 1979; Low et coll., 1979). 
La rupture du filament d'actine par la cytochalasine B se tra-
duit par une réduction de la viscosité spécifique de la solution d'actine 
(76, 113). Cet effet peut être antagonisé par la phallo~dine (138). 
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La cytochalasine B empêcherait aussi la formation de microfila-
ments dans les préparations de membranes cellulaires de foies de rats 
(36, 81). Selon Low et Dancker (76), la cytochalasine n'affecterait les 
filaments que si ceux-ci ne sont pas stabilisés par du KCl O,lM. 
D'autres agents tels que les ultrasons et un pH acide peuvent 
également causer des ruptures sur les filaments d'actine (6, 79). Selon 
Dancker et coll. (16), les filaments d'actine en présence de phallofdine 
deviennent plus résistants aux ultrasons. Cette toxine empêche égale-
ment la dénaturation d'actine causée par des pH extrêmes. 
- Dénaturation thermique 
De Vries et coll., (18) ont montré que l'actine chauffée pen-
dant 3 minutes à 700 C subit une dénaturation. Par contre, la présen-
ce de phallofdine réduit fortement cette dénaturation. 
- Protéolyse 
L'effet de la phallofdine sur la protéolyse de l'actine a été 
étudié avec diverses protéases. Ainsi, Pollender et Gruda (46, 98) ont 
démontré que la toxine exerce une protection marquée sur la F-actine 
contre l'action de la trypsine et de la pronase. De même, les études de 
De Vries et Wieland (17) révèlent une protection de la phallofdine sur 
l'actine contre la digestion par la subtilisine. 
- Acide osmique 
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L'acide osmique est un composé très utilisé comme fixateur en mi-
croscopie électronique (101). Son usage soulève cependant quelques problèmes, 
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notamment lorsqu'il s'agit de visualiser l'actine dans les cellules. En 
effet, il a été montré que le tétroxyde d'osmium détruisait la F-actine 
in vitro, par oxydation des cinq résidus cystéine, de 15 des 16 méthio-
ninœet de 2 ou 3 lysines. De plus, la fixation des cellules par l'acide 
osmique entraîne une solubilisation et une extraction des protéines cel-
lulaires et en particulier de l'actine (88, 89). Par contre, Gicquaud 
et ses collaborateurs (47) ont montré que la phallo!dine protégeait l'ac-
tine in vitro contre l'attaque par l'acide osmique. 
- Polymérisation de la G-actine: 
. ++ ++ + L'actine G, en présence d'lons Ca ,Mg ou K ainsi que d'ADP 
ou d'ATP, polymérise en actine F. Dancker et coll. (16) ont démontré que 
la vitesse de polymérisation est fortement accélérée en présence de phal-
lo!dine, dû au déplacement de l'équilibre G-actine+F-actine. L'efficacité 
maximum de la phallo!dine sur l'actine est atteinte à concentration équi-
molaire. 
3.2.1.3 Effets in vivo de la phallo!dine 
La spécificité de la phallo!dine pour le foie des mammifères 
est très élevée (148). Ainsi, chez le rat, deux heures après l'adminis-
tration de phallo!dine marquée, 57% de la radioactivité était retrouvée 
dans le foie, comparativement à 9.4% dans le muscle squelettique et 2.7% 
dans les reins (112). La spécificité de la phallo!dine pour cet organe 
est due à l'absorption rapide de la toxine par les hépatocytes in situ. 
Cette spécificité s'explique par le fait que seu~les hépatocytes possè-
dent une perméase capable de faire pénétrer la phallo!dine . 
Du point de vue morphologique, une des altérations les plus 
importantes provoquée par la phallordine est l'augmentation de volume 
du foie (jusqu'à 2 ou 3 fois son volume normal), qui devient de couleur 
rouge-noir (122, 135, 145). Ces changements sont dûs à une accumulation 
excessive d'érythrocytes dans le foie. 
Jahn et Lengsfeld (63) suggèrent que la phallordine interagit 
avec l'actine liée aux membranes des hépatocytes, ce qui induit un chan-
gement dans cette membrane. La membrane plasmique semble alors se re-
laxer et s'invagine, permettant la formation de vacuoles, ainsi que la 
pénétration des érythrocytes et du liquide extracellulaire. Ceci provo-
que un choc hémodynamique. La formation de ces vacuoles représenterait 
une des premières étapes conduisant aux symptômes de l'intoxication dans 
les foies perfusés de rats. 
Les hépatocytes isolés sont aussi sensibles à l'action de la 
phallordine (29). Cependant, les cellules développent des protrusions 
au lieu des vacuoles (130). Il est probable que ces protrusions soient 
formées à la suite des mêmes changements structuraux dans la membrane 
plasmatique qui, sous la pression de perfusion, produit les vacuoles dans 
les hépatocytes in vivo (50). 
Comme conséquence de la vacuolisation, il y a souvent une rup-
ture des membranes plasmatiques, qui peut être observée par microscopie 
électronique (131). Faulstich (24) a montré que les enzymes cytoplas-
miques, lysosomaux et mitochondriaux sont souvent relargués dans le sérum 
à la suite de ces ruptures. Par contre, aucune action directe de la phal-
lordine sur la membrane lysosomale n'a été prouvée (41). 
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Une autre conséquence de l'intoxication pha11o~dienne est l'ar-
rêt de la sécrétion biliaire. Il a été montré par Matschinsky (88) que 
la sécrétion biliaire cessait environ 6 minutes après l'application de 
la toxine à des foies perfusés de rats. Le canalicule biliaire dans ces 
foies perfusés apparaît dilaté et les microvi11is disparaissent. De tels 
changements morphologiques ont aussi été observés in vivo dans les foies 
1 de souris blanches (133). Dans les hépatocytes isolés, 1~microvi11is 
sont aussi affectés par la pha110ïdine (133). 
Frimmer et coll. (37, 41) . observèrent que les foies de 
rats perfusés avec la phalloldine relarguaient des quantités importantes 
+ d'ions K. Un peu plus tard, des études entreprises par Jahn montrèrent 
que le début du relarguage des ions K+ (12 minutes après l'intoxication) 
était subséquent à d'autres effets dont: la libération d'ions Ca2 + (3min), 
l'augmentation de la consommation d'oxygène (2 à 3 min) et l'augmentation 
de volume du foie (6 min). La sortie d'ions K+ est donc interprétée com-
me un effet secondaire de la vacuolisation et du gonflement du foie. La 
preuve la plus évidente qu'il existe une relation directe entre la vacuo-
lisation et le relarguage d'ions K+ réside dans le fait que les hépatocy-
tes isolés, qui ne subissent pas de vacuolisation quand ils sont soumis à 
l'action de la phalloldine, ne perdent que des quantités minimales de cet 
ion (39, 42). 
Le réticulum endoplasmique des hépatocytes est aussi affecté au 
cours de l'intoxication phalloldienne. L'examen au microscope électroni-
que révèle que le réticulum endoplasmique rugueux disparaît graduellement 
en présence de cette toxine, au profit du réticulum endoplasmique lisse 
et des ribosomes libres (40, 72, 133). 
15 
Von der Decker et coll. (127) remarquèrent une inhibition de la 
synthèse protéique dans des fractions de foie après intoxication à la 
phallo!dine. Il est probable que la toxine affecte cette synthèse par 
la modification du réticulum endoplasmique. Plus récemment, Gravela et 
coll. (52) observèrent une inhibition de la synthèse protéique des hépa-
tocytes isolés de rats en présence de phallofdine. Le début de l'inhibi-
tion était observé 30 minutes après l'administration de la toxine, ce qui 
correspond au temps nécessaire pour que les polysomes se désintègrent (53, 
60). Cependant, on ne sait pas si la désintégration des polysomes et 
l'inhibition de la synthèse des protéines liées aux membranes sont des 
effets primaires de l'intoxication phallofdienne ou si ces deux événements 
représentent des lésions secondaires ou tertiaires. 
Une autre conséquence de l'intoxication phallofdienne des cel-
lules du foie in vivo est la diminution de leur contenu en ATP et en gly-
cogène (133). Ce phénomène se produirait à la suite d'autres lésions tel-
les que la vacuolisation ou la perte d'ions potassium (1). La diminu-
tion du glycogène a été attribuée à une inhibition de la synthèse plutôt 
qu'à une hydrolyse (145). 
3.2.1.4 Effet de la phallo!dine sur d'autres cellules que les hépatocytes 
Peu d'expériences concernant l'effet de la phalloïdine sur des 
cellules autres que les hépatocytes ont été tentées, vu la spécificité 
marquée de cette toxine envers les hépatocytes. Quelques expériences ont 
été faites avec de la pha1lofdine libre sur des lymphocytes et ont démon-
tré que le taux d'absorption de la phallofdine par ces cellules était très 
lent, malgré les fortes concentrations de toxine utilisée (35, 38). 
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De plus, quelques expériences ont été entreprises pour étudier l'effet 
de la phalloIdine sur des cellules imperméables à cette toxine. En ef-
fet, il est possible de faire pénétrer la toxine dans des cellules qui 
normalement absorbent certaines protéines (70). Dans ce cas il s'agit de 
préparer un conjugué protéine-phalloIdine qui pourra ainsi entrer à l'in-
térieur de ces cellules. Certaines expériences de ce genre ont été ten-
tées par Barbanti-Brodano (8) dans des macrophages, des cellules de tubu-
le proximal dans le rein et des cellules sinusoIdales de foie de rats. 
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Le complexe utilisé par ces auteurs était un conjugué albumine-phalloIdine. 
Les résultats de ces expériences montrent que le réticulum endoplasmique 
rugueux était dilaté dans les cellules tubulaires. Par contre, les macro-
phages étaient tués par le conjugué protéine-phalloIdine. 
3.2.2 Virotoxines 
Au moment où nous avons commencé ce projet de recherche, les 
connaissances sur les virotoxines étaient très limitées. Nous savions 
que ces toxines se retrouvaient exclusivement chez le champignon Amanita 
vitosa, que leur poids moléculaire s'apparentait à celui de la phalloIdi-
ne (24) et que deux virotoxinES avaient été détectées chez ce champignon. 
Nos études ainsi que celles entreprises dans le laboratoire de Wieland 
ont apporté des informations supplémentaires sur ce nouveau groupe de pep-
tides qui représente l'objet de ce travail. 
4.0 HISTORIQUE DU PROJET DE RECHERCHE 
- Origine du projet 
Marc Brosseau dans son travail de maîtrise avait pour but de 
répertorier les champignons toxiques du Québec. Pour vérifier la toxici-
té, il injectait des extraits bruts de champignons à des souris et déter-
minait le taux de mortalité. Les résultats de ses expériences s'accor-
daient à montrer que l'Amanite vireuse était très toxique (11). En fait, 
il réussit à extraire du champignon deux groupes de composés: les viro-
toxines et la phalloïdine. Par la suite, le Dr. Julian Gruda observa, 
par chromatographie,que la fraction contenant les virotoxines révélait 
deux pics distincts qu'il nomma A et B. Il montra de plus que ces deux 
virotoxines interagissaient avec l'actine (54, 55). 
- But du projet 
Etant donné l'importance de la phalloïdine dans l'étude de l'ac-
tine et, par conséquent de l'appareil contractile, et vu le fait que les 
virotoxines interagissaient aussi avec l'actine, nous avons décidé d'en-
treprendre une étude plus approfondie des propriétés de ces nouveaux pep-
tides toxiques. Est-ce que cette interaction avec l'actine ressemble à 
celle de la phalloïdine? Les virotoxines agissent-elles sur la polymé-
risation de la G-actine et stabilisent-elles les filaments d'actine? Si 
oui, sont-elles plus actives que la phallo~dine? 
Si on peut répondre à toutes ces questions par l'affirmative, 
cette recherche revêt alors un triple intérêt: 
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1) en permettant de caractériser davantage le champignon Amanita virosa. 
2) en améliorant les connaissances sur le mécanisme d'action des viro-
toxines. 
3) en fournissant un outil supplémentaire pour étudier l'actine et les 
systèmes contractiles dans le cas où les virotoxines ont la même 
action sur l'actine que la phallordine. 
- Justification de la "démarche globale 
Dans un premier temps, nous avons sélectionné et entrepris 
quelques expériences avec les fractions A et B des virotoxines, afin 
de connaître leurs effets sur l'actine. Ces expériences furent choisies 
en fonction de leur pertinence et des possibilités de matériel offert 
par l'Université du Québec à Trois-Rivières. Par la suite, nous nous 
sommes demandffi s'il était possible de purifier davantage les virotoxines 
par une méthode plus sophistiquée soit la chromatographie liquide à 
haute performance (HPLC). Nous n'avons pas commencé par cette étape 
pour deux raisons. Premièrement, nous ne possédions pas de HPLC et deu-
xièmement, si les virotoxines étaient peu actives sur l'actine, il deve-
nait inutile de continuer nos recherches dans ce sens. 
C'est grâce à la collaboration du Dr. Serge St-Pierre et de 
Marthe Gendreau, de l'Université de Sherbrooke, que les virotoxines ont 
été séparées en 5 composés par HPLC préparative. Nous avons donc repris 
toutes les expériences .déjà faites avec les fractions A et B des viroto-




MATERIEL ET METHODES 
1.0 P~PARATION DE L'ACTINE 
L'actine que nous avons utilisée provient du muscle de lapin. 
Elle est préparée à partir de la poudre acétonique suivant la méthode 
de Spudich et Watt (115), modifiée par Nonomura (93). Cette actine est 
électrophorétiquement pure. Sauf indication contraire, la G-actine se 
trouve dans une solution contenant: ATP, 0.5 mM; tampon tris-HCl, 2 mM, 
pH 8.0; CaC1 2 , 0,2 mM. La F-actine est dans une solution de composi-
tion: ATP ;,O.2 mM: 8-Mercaptoéthanol,O.5 mM; CaC1 21 0.2 mM; KCl , lOO mM; 
MgC1 2 ,1 mM; tampon tris-HCl,20 mM, pH 8.0: qu'on appelle tampon F. 
Pour obtenir de la F-actine, la G-actine est polymérisée par le tampon F. 
2.0 EXTRACTION ET PURIFICATION DE LA PHALLOIDINE ET DES VIROTOXINES A 
PARTIR DU CHAMPIGNON AMANITA VIROSA 
Les toxines sont extraites par la méthode de Yocum et Simons 
(150, 151) que nous avons modifiée. Le pr~nc~pe de la méthode consiste 
à extraire les toxines par l'alcool et à purifier par une série de chro-
matographies. 
2.1 Préparation de l'extrait de toxines 
Les champignons Amanita v~rosa furent recueillis dans le Parc 
National de la Mauricie, en septembre 1978 et 1979. Après un rapide net-
toyage, ils furent lyophilisés et conservés dans des sacs de polyéthylène 
à température ambiante. 
Environ 15 grammes de champignons sont agités 1 heure dans 300 
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ml d'eau distillée, puis homogénéisés dans un waring-blender pendant 1 
minute. On ajoute par la suite 300 ml d'éthanol 95% et la suspension 
est agitée pendant 24 heures à température ambiante. Après une centri-
fugation de 5000 g x 20-25 minutes, le culot est suspendu dans 600 ml 
de méthanol contenant de l'acide acétique O.lN, puis agité pendant 24 
heures. Cette extraction est répétée 2 fois. Par la suite, les trois 
filtrats sont combinés, évaporés sous pression réduite à 37°C et le rési-
du est dissout dans 150 ml d'une solution eau-méthanol 1:1. Cette solu-
tion est ~xtraite trois fois avec 200 ml de chloroforme-méthanol 3:1 afin 
d'éliminer les lipides. Les phases combinées de chloroforme sont réex-
traites trois fois avec 100 ml d'eau-méthanol 1:1 et toutes les phases 
aqueuses eau-méthanol sont combinées et évaporées sous pression réduite 
à 37oC. Le résidu est finalement dissout dans environ 250 ml d'eau, le 
pH est ajusté à 8.0 avec du NH40H 3% et la solution est filtrée sur filtre 
bUchner. 
2.2 Purification sur Amberlite XAD-4 
Cette première étape de chromatographie est recommandée par 
Yocum Q5l) afin d'éliminer les sels de l'extrait de peptides. 
L'extrait brut de peptides est déposé sur une colonne de 2.5 cm 
x lm contenant du XAD-4, puis la colonne est éluée avec environ 1 litre 
d'eau. Les peptides sont adsorbés sur la résine et extraits à l'éthanol 
(ou méthanol). Le filtrat est ensuite évaporé à 370 C sous pression rédui-
te. 
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2.3 Chromatographie de l'extrait brut de toxines sur Séphadex LH20 
La chromatographie sur Séphadex LH20 sépare les différents 
groupes de peptides, en particulier la phallo!dine et les virotoxines 
brutes. 
L'extrait de peptides recueilli après passage sur XAD est dis-
sout dans 10 ml de bicarbonate d'ammonium O,lM. Si cette solution est 
trouble, elle est centrifugée à 140 000 g x 30-45 minutes. L'échantil-
lon est déposé sur une colonne de 5 cm x lm contenant du Séphadex LH20. 
L'élution se fait avec du bicarbonate d'ammonium O,lM, à une vitesse d'en-
viron 40 ml/ho Des fractions de 10 ml sont recueillies et l'élution est 
suivie par mesure de l'absorption à 292 nm. Le chromatogramme présente 
essentiellement 5 pics: A et B (virotoxines) C et D (non identifiés) 
et E (phallo!dine) (Figure 2). Dans la dernière étape, les fractions A, 
B et E sont évaporées sous vide à 370 C puis récupérées dans 10 ml d'eau 
distillée et lyophilisées. 
2.4 Séparation des virotoxines en fractions A et B 
Cette méthode a été mise au point par le Dr. Julian Gruda (54 ). 
Le résidu des virotoxines est dissout dans 10 ml de bicarbonate 
d'ammonium O,lM, puis déposé sur deux colonnes de 2.5 cm x lm contenant 
du LH20. Les colonnes sont branchées de façon à former un circuit fermé 
passant par un détecteur u.v. et une pompe péristaltique qui assure une 
circulation d'environ 40 ml/ho La circulation est maintenue pendant 5-7 
jours. Des fractions de 10 ml sont alors recueillies et l'élution est 
suivie par mesure de l'absorption à 280 nm. La figure 3 montre un exemple 
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FIGURE 2. Profil d'élution d'un extrait méthanolique du champignon 

























FIGURE 3. Résolution des virotoxines en fractions A et B. Profil 
d'élution obtenu après chromatographie de recyclage sur 
Séphadex LH 20. 
25 
1 1 B 1 1 










20 40 60 80 
FRACTIONS 
d'élution obtenue après cette chromatographie de recyclage. La frac-
tion B est celle dont l'absorbance est la plus forte. 
2.5 Séparation des virotoxines par chromatographie sur HPLC 
Cette chromatographie du mélange A+ B des virotoxines faite 
selon la méthode de Faulstich et coll. (30) a été modifiée par Gendreau 
et St-Pierre (44). La séparation est réalisée à l'aide d'un système 
HPLC de Waters Scientifics. On utilise une colonne C18~ Bondapack de 
7 x 300 mm. Les éluants sont: A, 15% acétonitrile - H20 et B; 70% 
acétonitrile - H20. Le gradient est linéaire. L'élution se fait à une 
vitesse de 2 ml / min et elle est suivie par mesure de l'absorption à 
254 nm. 
3.0 ETUDE DE L'INTERACTION VIROTOXINES-F-ACTINE PAR SPECTROSCOPIE 
DIFFERENTIELLE 
Les spectres d'absorption des virotoxines l, 2, 3, 4, 5 sont 
tracés de 210-350 nm à l'aide d'un spectrophotomètre Cary 17 D. Les 
toxines sont dissoutes dans l'eau. 
Le spectre différentiel est obtenu selon la méthode de Wieland 
(147). Dans deux cuvettes tandem, nous introduisons un certain volume 
de F-actine (F) dans un compartiment et du tampon F (T) dans l'autre, 
comme illustré par le schéma suivant: 
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T F ----~7' FAISCEAU DE REFERENCE 
T F ____ ~> FAISCEAU DE MESURE 
Comme la composition des deux cuvettes est la même, on trace 
ainsi la ligne de base entre 240 et 340 nm. On rajoute ensuite la toxine 
au tampon sur le parcours témoin et à la F-actine dans l'essai. On mesu-
re ainsi l'absorption qui résulte de l'interaction entre la toxine et 
l'actine: 
T F ____ ~> FAISCEAU DE REFERENCE 
toxine H2 0 
T F _____ FAISCEAU DE MESURE 
H2 0 toxine 
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Le spectre différentiel est tracé entre 240 et 340 nm. L'expé-
rience est faite avec les virotoxines 1, 2, 3, 4, 5, ainsi qu'avec la pha1-
lo!dine. 
4.0 MESURE DE L'INFLUENCE DES VIROTOXINES SUR LA VITESSE DE POLYMERISA-
TION DE L'ACTINE 
L'addition de Mg C12 à une solution de G-actine provoque sa 
polymérisation en F-actine ('16). 
A une solution de G-actine on ajoute les toxines à concentra-
tion désirée et le tout est incubé pendant 30 minutes à température am-
biante. La polymérisation débute par l'addition de Mg C12 • Nous avons 
suivi l'accélération de la vitesse de polymérisation de la G-actine par 
les virotoxines et la phallo!dine à la concentration indiquée dans les 
résultats, en utilisant deux méthodes: la diffusion de lumière et la 
viscosimétrie. La diffusion de lumière est mesurée à 400 nm, à l'aide 
d'un spectrofluorimètre Perkin-Elmer MPF 2A. Dans ce cas, l'expérience 
se déroule à température ambiante. La viscosité spécifique est mesurée 
à l'aide de viscosimètres de type Cannon-Fenske à 250 C. Le temps d'écou-
lement du solvant est d'environ 60 s. 
5.0 ANTAGONISME DES VIROTOXINES SUR LA DEPOLYMERISATION DE LA F-ACTINE 
PAR LE KI. 
L'effet protecteur des virotoxines contre l'action dépolyméri-
sante du KI est mesuré par viscosimétrie suivant la méthode de Low et 
Wieland (n). 
La F-actine est incubée avec les toxines à température ambiante 
pendant 30 minutes. La viscosité de ces solutions est ensuite mesurée 
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à 250 C à l'aide de viscosimètres Cannon-Fenske. Du KI en poudre est ajouté 
directement dans chaque viscosimètre. La viscosité des solutions est 
mesurée à plusieurs reprises quelques minutes ~près l'~ddition du KI. 
L'expérience est refaite plusieurs fois et les résultats interprétés 
statistiquement par calcul de la déviation standard et le test de Student. 
6.0 DESTABILISATION DE LA F-ACTINE PAR LA CYTOCHALASINE B 
L'effet des virotoxines sur la déstabilisation du filament 
d'actine par la cytochalasine B a été mesuré par viscosimétrie, selon 
la méthode de Low et Dancker (76). 
La G-actine est polymérisée pendant 24 heures avec seulement 
du Mg C12, sans KCl. La F-actine ainsi obtenue est incubée à températu-
re ambiante avec les virotoxines ou la phallo!dine. Par la suite, la 
viscosité des solutions est mesurée à 3SoC, avant et après l'addition 
de cytochalasine B, dissoute dans le diméthylsulfoxyde. Au témoin est 
rajouté le diméthylsulfoxyde, sans CB. L'expérience est reprise plusieurs 
fois et les résultats interprétés statistiquement par calcul de la dévia-
tion standard et le test "T" de Student. 
7.0 MESURE DE LA DENATURATION THERMIQUE DE L'ACTINE 
La dénaturation thermique de l'actine est mesurée par la méthode 
de De Vries et coll. (18). 
7.1 Me s.ur e de l'effet des virotoxines A et B 
Quatre séries de tubes contenant de la F-actine sont plongées 
dans un bain à 70oC, pendant des temps d'incubation de 0-10 min. Une 
des quatre séries ne contient que de la F-actine sans toxine. Les autres 
ont été pré incubées à température ambiante en présence de virotoxines A, 
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de virotoxines B ou de phallo~dine (rapport molaire toxine: actine = 
2:1) pendant environ 30 minutes. La réaction est arrêtée par immersion 
dans un bain d'eau à OOC et la dénaturation est quantifiée par mesure 
de la turbidité à 400 nm., à l'aide d'un spectrophotomètre Varian. 
7.2 Etude de l'effet des virotoxines pures 
La F-actine est incubée, avec les virotoxines 1, 2, 3, 4, 5 ou 
la phallo~dine pendant environ 30 minutes à température ambiante. La 
concentration des toxines varie entre 0 et -5 4.17 x 10 M. Ces échan-
tillons sont alors chauffés dans un bain à 700 C durant 10 minutes. La 
réaction est arrêtée par immersion dans un bain d'eau à OOC et la turbi-
dité est mesurée par spectrophotométrie à l'aide d'un spectrophotomètre 
Varian. 
8.0 DEPOLYMERISATION DE LA F-ACTINE PAR LA DNAse l 
L'action dépolymérisante de la DNAse l est mesurée par viscosi-
métrie selon la technique de SchHfer et coll., (111). 
La F-actine est mise en présence des toxines, puis incubée à 
250 C pendant quelques minutes. Les concentrations des réactifs sont indi-
quées dans les résultats. La DNAse l est rajoutée à concentration équi-
1 . 1" l' . ~ ~ d 2 h 'a 250 C. mo alre avec actlne et a Vlscoslte est mesuree pen ant eures 
9.0 PROTEOLYSE DE LA F-ACTINEPAR LA TRYPSINE 
La cinétique de la protéolyse -de la F-actine est suivie par 
viscosimétrie selon la méthode de Pollender et Gruda (98 ). 
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La F-actine est mise en présence des virotoxines 1, 2, 3, 4, 
5 ou de la phallofdine (concentration équimolaire avec l'actine) et incu-
bée pendant environ 30 minutes à 37°C. Après addition de la trypsine, 
la viscosité est mesurée pendant 3 heures. 
10.0 DESTRUCTION DE LA F-ACTINE PAR L'ACIDE OSMIQUE 
L'effet destructeur de l'acide osmique sur la F-actine a été 
suivi par viscosimétrie et spectrophotométrie, selon les techniques de 
Gicquaud et coll., (47). 
A de la F-actine en solution dans du tampon phosphate de potas-
sium, sans 8-Mercaptoéthanol (pH 6,3), on ajoute les virotoxines 1, 2, 3, 
4, 5 ou de la phallofdine à concentration équimolaire et le tout est incu-
bé 30 minutes à 20oC. L'acide osmique est ensuite ajouté dans les solu-
tions. La cinétique de cette réaction est suivie par spectrophotométrie 
à 400 nm, à l'aide d'un spectronic 20 Bauch and Lomb. L'expérience se 
déroule à 20oC. Des contrôles sont faits afin de vérifier si l'acide 
osmique réagit avec les virotoxines. Les témoins ne contiennent que de 
l'eau, du tampon phosphate de potassium, de l'acide osmique et les diffé-
rentes toxines, 10 fois plus concentrées que dans l'essai. 
Cette réaction est aussi suivie par viscosimétrie à l'aide de 
viscosimètres de type Cannon-Fenske. Les expériences de viscosimétrie ont 





Ce chapitre se divise en deux parties: la première décrit les 
résultats obtenus avec les fractions A et B des virotoxines et la secon-
de, ceux obtenus avec les 5 virotoxines purifiées. 
1.0 EFFET DES FRACTIONS A ET B DES VIROTOXINES SUR L'ACTINE 
1.1 Influence des fractions A et B des virotoxines sur la vitesse de 
polymérisation de l'actine 
La vitesse de polymérisation de l'actine étant fortement accé-
lérée en présence de phallordine (16), nous avons aussi étudié l'influen-
ce des fractions A et B des virotoxines sur la polymérisation de l'actine. 
La figure 4 A représente la polymérisation de l'actine, initiée 
par le Mg C1 2 , suivie par diffusion de lumière. L'actine est en absence 
ou en présence des fractions A ou B des virotoxines ou de la phallordine 
à un rapport molaire toxine: actine de 2:1. Ce graphique montre que les 
virotoxines accélèrent la vitesse de polymérisation de l'actine, de façon 
moins marquée que la phallordine et que la fraction B des virotoxines 
est plus active que la fraction A. 
La figure 4 B montre l'influence des fractions A ou B des viro-
toxines sur la vitesse de polymérisation de l'actine, suivie par visco-
simétrie. Les concentrations d'actine et de toxines sont les mêmes que 
dans l'expérience précédente. Ce graphique montre que les virotoxines 
accélèrent un peu moins la vitesse de polymérisation de l'actine que la 
phallo~dine, et que la fraction B des virotoxines est plus active que la 
fraction A. 
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FIGURE 4A. Accélération de la vitesse de polymérisation de 
l'actine par les fractions A et B des virotoxines, 
suivie par diffusion de lumière à 20oC. G-actine, 
-5 2,2 x 10 M; Mg C1 2 , 0,8 mM; fractions A et B des 
virotoxines et pha11ordine, rapport molaire toxine: 
actine de 2:1 +--, G-actine; .----, G-actine et 
virotoxine A; 0 - - - -, G-actine et virotoxine B; 
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FIGURE 4B. Accélération de la vitesse de polymérisation de l'actine 
par les fractions A ou B des virotoxines, suivie par 
viscosimétrie à 250 C. G-actine, 2,2 x 10-SM; Mg C1 2 , 
0,8 mM; fractions A et B des virotoxines et phallo~dine, 
rapport molaire toxine: actine de 2:1 +--, G-actine; 
• -- - - G-actine et virotoxine A; 0- -- -, G-actine et 
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Les courbes obtenues pour les deux expériences ont un aspect 
différent. Celles qui représentent la polymérisation de l'actine sui-
vie par viscosimétrie présentent une forme sigmordale, alors que les 
courbes obtenues en diffusion de lumière sont asymptotiques. Au début, 
lorsque l'actine polymérise, les petits fragments d'actine formés accrois-
sent très peu la viscosité de la solution, mais augmentent beaucoup la 
diffusion de lumière. Ceci explique la plus faible vitesse initiale ob-
tenue par viscosité que par diffusion de lumière. L'aspect de ces cour-
bes est très semblable à celui observé par Low et Dancker aux cours d'ex-
périences différentes (15). 
1.2 Protection de la F-actine par les fractions A ou B des virotoxines 
contre l'effet dépolymérisant de l'iodure de potassium O,6M 
La F-actine est rapidement dépolymérisée par l'iodure de potas-
sium O,6M. La phallordine stabilise l'actine et la rend plus résistante 
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à l'action de cet ion chao tropique (77). Nous avons repris cette . expérience 
avec les fractions A et B des virotoxines. 
Le tablea~ 1 donne la viscosité spécifique de la F-actine, avant 
et après l'addition de KI O,6M, en présence ou en absence des fractions A 
ou B des virotoxines ou de la phallordine. 
La solution de F-actine seule, après l'ajout de l'iodure de po-
tassium, subit une forte chute de viscosité spécifique, indiquant une dé-
polymérisation totale de l'actine. Par contre, en présence des fractions 
A ou B des virotoxines ou de 'la phallo!dine, la viscosité de la solution de 
F-actine ne diminue que peu après addition de KI, ce qui montre que ces 
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TABLEAU 1. Effet des fractions A et B des virotoxines sur la 
dépolymérisation de la F-actine provoquée par K I, 
mesurée par viscosimétrie à 2SoC. F-actine, 1,1 x 
la-SM; fraction A et B des virotoxines et phallo~dine. 
-S 1,1 x la M, rapport molaire toxine: actine de 1:1; 
K I, 0,6 M. Les résultats représentent la moyenne 
de 18 lectures. 
p ~ 99.9% 
VISCOSITE SPECIFIQUE 
avant 0.6 M KI après 0.6M KI 
F- actine seule 0,29 ! 0,02 0,02 ± 0,01 
F- actine et virotoxine A 0,29 ± 0,02 0,24 ! 0,03 
F- actine et virotoxine B 0,30 ± 0,02 0,22 ! 0,01 
F- actine et phalloidine 0,30 ± 0,03 0,28 :t 0,02 
toxines protègent l'actine contre l'action de l'ion chaotropique. 
D'après le test de Student (P ~ 99.9%) les résultats sont significatifs. 
1.3 Effet des virotoxines sur la déstabilisation de la F-actine par la 
cytochalasine B 
La cytochalasine B provoque une diminution de la viscosité spé-
cifique d'une solution de F-actine polymérisée en absence de KCl. La 
phalloIdine protège l'actine contre l'action de la cytochalasine B (76, 
113). 
Le tableau 2 montre l'effet de la cytochalasine B (10 CB: 1 G-
actine) sur la viscosité spécifique d'une solution de F-actine, en absence 
ou en présence des fractions A ou B des virotoxines ou de la phalloIdine. 
La fraction B, ainsi que la phalloIdine protègent totalement la F-actine 
contre l'actio~ de la cytochalasine B, et la fraction A est légèrement 
moins efficace. D'après le test de Student (P ~ 99.9%) les résultats 
sont statistiquement significatifs. 
1.4 Protection contre la dénaturation thermique de l'actine par les 
fractions A et B des virotoxines 
La F-actine chauffée à 700 C se dénature, ce qui entraîne une 
augmentation de la turbidité de la solution d'actine. La phalloIdine 
protège l'actine contre l'action de la chaleur (18). La figure 5 repré-
sente l'influence des fractions A et B des virotoxines sur la turbidité 
d'une solution de F-actine chauffée à 700 C, pendant des temps d'incuba-
tion de 0 - 10 minutes. La fraction B et la phalloIdine protègent 
presque complètement l'actine contre la dénaturation thermique à cette 
température. La fraction A des virotoxines protège aussi la F-actine 
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TABLEAU 2. Influence des fractions A et B des virotoxines sur la 
déstabilisation de la F-actine par la cytocha1asine B, 
suivie par viscométrie à 350 C. F-actine, 2,2 x 10-SM 
(polymérisée dans un tampon F, sans KC1); virotoxine 
A, virotoxine B et pha11o!dine, rapport molaire toxine-
actine de 1:1; cytocha1asine B, rapport molaire cytocha-
1asine B: G-actine: 10:1. 
Les résultats représentent la moyenne de 18 lectures. 
p > 99.9% 
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VISCOSITE SPECIFIQUE 
avant CB après C B 
F-actine seule 0.73!0.04 0.53!0.05 
F-actine et virotoxine A 0.73!0.03 0.64!0.04 
F-actine et virotoxine B 0.75!0.04 0.72!0.04 
F-actine et pha lIoidine 0.74! 0.02 0.71 !0.04 
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FIGURE 5. Effet des fractions A et B des virotoxines sur la 
dénaturation thermique de la F-actine à 70oe, suivie 
par spectrophotométrie à 400 nm. F-actine, 2,2 x 
10-SM; Virotoxine A, virotoxine B et phalloïdine, 
rapport molaire toxine-actine de 1:1. +--, F-actine; 
.--- F-actine et virotoxine A; 0-- - F-actine et viro-


























































0 0 0 3 . 
. 



















contre cette dénaturation, mais elle est moins efficace que les deux 
autres toxines. 
1.5 Effet des fractions A et B des virotoxines sur la dépolymérisation 
de la F-actine induite par la DNAse 1 
La DNAse 1 dépolymérise la F-actine. Cette action est anta-
gonisée par la phallordine (85, 86, Ill). 
La figure 6 montre l'effet de la DNAse 1 sur la viscosité spé-
cifique d'une solution de F-actine en absence ou en présen~e des fractions 
A et B des virotoxines ou de la phallordine. Après l'addition de DNAse l, 
la F-actine est dépolymérisée. Dans nos conditions expérimentales, la 
vitesse de dépolymérisation de la F-actine seule est de 
unités de viscosité spécifique / min. Par contre, en présence des frac-
tions A ou B ou de phallordine, la diminution de la viscosité est pres-
que nulle. (Fraction A, 1 x 10-4 unité de viscosité spécifique / min; 
Fraction B et phallordine, 0 unité de viscosité / min). Nous pouvons 
donc en conclure que ces toxines exercent une certaine protection sur 
la F-actine contre l'action de la DNAse 1. Pour effectuer ces calculs 
nous n'avons considéré la chute de viscosité qu'entre 40 et 200 minutes. 
Dans les 40 premières minutes, il se produit une chute rapide de visco-
sité, suivie d'une stabilisation de la réaction. Ceci est dû à un phé-
nomène qui nous est inconnu mais qui semble totalement indépendant des 
toxines utilisées puisqu'il se produit en absence de toxines. 
Finalement, soulignons que le graphique de la figure 6 repré-
sente le résultat d'une seule expérience. Cependant, cette expérience 
a été répétée trois fois et elle est reproductible. 
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fIGURE 6. Effet des fractions A et B des virotoxines sur la 
dépolymérisation de la F-actine induite par la 
DNAse I, suivie par viscosimétrie à 2SoC. F-actine 
2,2 x lO-SM; virotoxine A, Virotoxine B et phallo!-
dine, rapport molaire toxine-actine de 1:1; DNAse I, 
lmole DNAse: lmole actine .• --, F-actine; • - ---
F-actine et virotoxine A; 0- - - , F-actine et viro-
toxine B; 0 --, F-actine et phallo!dine. 
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VISCOSITE SPECIFIQUE 
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Cette expérience clôture finalement nos études sur l'effet des 
fractions A et B des virotoxines sur l'actine. Nous avons déjà publié 
les résultats de cette première partie (48). 
Ces essais préliminaires nous permettent de conclure que les 
fractions A et B des virotoxines ont qualitativement la même action sur 
l'actine in vitro que la phallofdine. De plus, dans la plupart des ex-
périences, la fraction B est plus active que la fraction A, mais moins 
active que la pha1lofdine. Ceci soulève une question. Est-il possible 
que cette différence d'activité entre les deux virotoxines provienne 
d'un plus grand nombre d'impuretés chez la fraction A? Nous avons donc 
décidé d'entreprendre une séparation plus élaborée des virotoxines bru-
tes. Nous avons réalisé cette purification par chromatographie liquide 
à haute performance, grâce à la collaboration du Dr Serge St-Pierre et 
de Marthe Gendreau de l'Université de Sherbrooke. Les résultats de cette 
purification ont été présentés sous forme d'une communication scientifi-
que (44). Nous entreprenons donc la seconde partie de ce chapitre qui 
décrit les résultats obtenus avec les virotoxines purifiées. 
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2.0 ETUDE DES VIROTOXINES PURIFIEES 
2.1 Séparation des virotoxines 
La figure 7 montre un chromatogramme représentant la séparation 
des virotoxines par HPLC. Ce résultat indique qu'il y a en fait 5 viro-
toxines, que nous avons nommées virotoxines l, 2, 3, 4, 5. 
Le tableau 3 donne la quantité de chaque virotoxine obtenue par 
cette méthode, par rapport au total. 
2.2 Spectres d'absorption U.V. des virotoxines 
Les virotoxines ayant été purifiées pour la première fois, nous 
avons tracé le spectre d'absorption U.V. de ces substances, illustré sur 
la figure 8. 
Toutes les virotoxines ont les mêmes pics d'absorption dû au 
tryptophane, soit un maximum à 278 nm et deux épaulements, dont l'un à 
295 et l'autre à 305 nm. La hauteur des pics ne variant que légèrement 
d'une toxine à l'autre, nous n'avons représenté que le spectre de la viro-
toxine 5. 
Le tableau 4 donne le coefficient d'extinction molaire des viro-
toxines calculé à partir des spectres d'absorption U.V. 
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FIGURE 7. Chromatogramme d'un mélange de virotoxinffiobtenu par 
HPLC sur une colonne C18~ Bondapack et mesuré par 
densité optique à 254 nm. 
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TABLEAU 3 - Pourcentage relatif de virotoxines pures, obtenu~à la 
suite d'une chromatographie du mélange de virotoxines 
















FIGURE 8. Spectre d'absorption u.v. de la virotoxine 5 
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calculés à partir de leurs spectres d'absorption. 














2.3 Effet des virotoxines purifiées sur l'actine in vitro 
2.3.1 Interaction F-actine-virotoxines 
L'interaction des virotoxines avec l'actine a été mise en évi-
dence par spectroscopie différentielle, selon la méthode de Wieland et 
collaborateurs (147). 
La figure 9 représente les résultats de l'interaction de la 
virotoxine 3, ainsi que de la phallo!dine avec l'actine, à rapport mo-
laire toxine-actine de 1:1. La virotoxine 3 montre 3 pics, soit à 286 nm, 
297 nm et 310 nm. Toutes les autres virotoxines donnent le même spectre 
différentiel avec l'actine. 
On peut remarquer sur la figure 9 que le _spectre différentiel 
F-actine-virotoxine 3 est différent de celui de l'interaction F-actine-
phalloïdine. Celui-ci montre aussi 3 pics, mais décalés à 286 nm, 292 nm 
et 305 nm. D'autre part, l'intensité relative de ces pics est différente. 
En . conclusion, cette expérience prouve qu'il y a interaction 
entre les virotoxines et la F-actine et que cette interaction doit être 
différente de celle de la phallo!dine. 
2.3.2 Protection de la F-actine,par les virotoxines purifiées,contre 
la dénaturation thermique 
Cette expérience est sans doute la plus importante de toutes 
celles que nous avons entreprises, puisqu'elle représente la seule étude 
montrant l'effet des virotoxines purifiées sur l'actine en fonction de 
leurs concentrations. Etant donné les quantités très limitées de viro-
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Figure 9. Spectre différentiel ' U.V. obtenu en mélangeant 2,2 x 
10-SM de F-actine (ATP 0,1 mM) avec une solution 
contenant la virotoxine 3, 2,2 x 10-SM (ligne hachurée) 
ou de la phallo!dine 2,2 x 10-SM (ligne continue). 
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toxines, cette expérience a été faite dans le but de déterminer le rapport 
molaire virotoxines-actine pour lequel l(activité des toxines est maxi-
mum. 
La figure 10 représente la dénaturation de la F-actine chauffée 
à 700 C pendant 10 minutes, en fonction de concentrations variables de 
toxines. Toutes les virotoxines, comme la phallofdine, protègent l'acti-
ne contre la dénaturation thermique. Les virotoxines exercent la même 
activité aux erreurs expérimentales près. Par contre, la phallofdine est 
un peu moins active. 
Cette expérience permet aussi de montrer que l'activité maximum 
des virotoxines se situe au rapport molaire de 1 toxine: 1 actine. Pour 
des rapports supérieurs, l'activité n'augmente que très peu, comme nous 
pouvons le voir sur la figure 10. Toutes les autres expériences ont donc 
été faites avec ce rapport toxine-actine. 
2.3.3 Influence des virotoxines séparées sur la dépolymérisation de la 
F-actine par l'iodure de potassium 0,6M 
Le tableau 5 montre la viscosité spécifique d'une solution de 
F-actine, avant puis après l'addition de KI 0,6M en présence ou en absen-
ce des virotoxines. 
Le KI 0,6M dépolymérise fortement la F-actine. Par contre, en 
présence des virotoxines ou de phallofdine, la baisse de viscosité spéci-
fique de la solution d'actine est beaucoup plus faible, montrant ainsi 
la protection exercée par ces toxines sur l'actine. La virotoxine 4 est 
légèrement plus efficace que les' autres virotoxines. Comme pour l'expé-
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FIGURE 10. Protection de la F-actine par les virotoxines 
séparées contre la dénaturation thermique, suivie 
par spectrophotométrie à 400 nm. F-actine, 4 x 
ID-SM; virotoxines 1, 2, 3, 4, 5 et phalloïdine, 
o - 12,5 x ID-SM; T = 70oe; temps de dénaturation: 
10 minutes. Â- - - -, F-actine et 
virotoxine 1; • - -- - , F-actine et virotoxine 2; 
0- - -, F-actine et virotoxine 3; 0-0-- , F-actine 
et virotoxine 4; • - - -, F-actine et virotoxine 5; 
0--, F-actine et phallofdine. 
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TABLEAU 5. Influence des virotoxines séparées sur la dépolymérisation 
de la F-actine par le KI, mesurée par viscosimétrie à 
250 C. F-actine, 2,2 x 10-SM; virotoxines 1, 2, 3, 4, 5 
-
et phallordine, 2,2 x 10-SM; KI, 0,6 M. Les résultats 
représentent la moyenne de 9 lectures. 
p ~ 98%. 
VISCOSITE SPECIFIQUE 
avant 0.6 M Kr après 0.6M KI 
F-attine seule 0,77 ± 0,02 0,17 ± 0,06 
F-actine et virotoxine 1 0,87 ± 0,04 0,72 ± 0,02 
F- actine et vi rotox i ne 2 0,88 ± 0,03 0,78 ± 0,02 
F-actine et virotoxine3 0,84 ± 0,01 0,67 ± 0,01 
F- actine et virotoxi ne 4 0,84 ± 0,02 0,77± 0,02 
F-actine et virotoxine 5 0,86 ± 0,03 0,7'" ± 0,04 
F- actine et phalloïdine 0,79 ± 0,05 0,69 ± 0,03 
rience précédente, la virotoxine 3 est la moins active. 
On peut remarquer sur ce tableau que les virotoxines, ainsi 
que la phallo~dine provoquent une hausse de la viscosité spécifique de 
la solution d'actine, en absence de KI. La remontée produite par la 
phallo!dine est cependant un peu plus faible que pour les virotoxines. 
Ce phénomène peut être expliqué par le fait que les toxines complètent 
la polymérisation de l'actine. Il est donc possible que le degré de pro-
tection de celles-ci, indiqué par l'écart de viscosité avant et après 
l'addition du KI soit inexact, dû à cette augmentation de la viscosité. 
Cependant, cette expérience nous permet quand même de prouver que les 
virotoxines protègent l'actine contre la dépolymérisation par l'iodure 
de potass.ium 0,6M. D'après le test de Student J CP'~ 98%) les résultats 
sont statistiquement s~gnificatifs. 
2.3.4 Inhibition par les virotoxines séparées de l'action de la cyto-
chalasine B sur la F-actine 
Le tableau 6 montre les viscosités spécifiques d'une solution 
de F-actine, avant et après l'addition de cytochalasine B, en absence 
ou en présence des virotoxines. Toutes les virotoxines, ainsi que la 
phallo!dine antagonisent complètement l'effet de la cytochalasine sur 
l'actine. Comme dans le cas précédent, la viscosité spécifique en pré-
sence des toxines est supérieure à la viscosité spécifique de la F-actine 
seule, ceci étant dû à l'augmentation de la polymérisation de l'actine. 
Les virotoxines 3, 4 et la phalloIdine sont un peu moins efficaces pour 
compléter la polymérisation de l'actine que les virotoxines l, 2 et 5. 
D'après le test de Student CP ~ 90%), les résultats sont statistiquement 
significatifs. 
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TABLEAU 6. Effet des virotoxines séparées sur la déstabilisation 
de la F-actine par la cytochalasine B, suivie par 
viscosimétrie à 350 C. F-actine, 2,2 x 10-SM (polymé-
risée dans un tampon F, sans KCl); virotoxines 1, 2, 
3, 4, 5 et phallo!dine, 2,2 x 10-SM (rapport molaire 
toxine: actine de 1:1); cytochalasine B, rapport molaire 
CB: G-actine de 10:1. Les résultats représentent la 
moyenne de 5 lectures. 
P > 90%. 
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VISCOSITE SPECIFIQUE 
- CB + CB 
F- actine seule 0.66 ± .04 0.40 ± .02 
F-actine et virotoxine 1 0.78 ± .01 0.77± .01 
F-actine et virotox ine 2 0.85 ± .05 0.82 ± .01 
F-actine et virotoxine 3 0.68 ± .04 0.68 ± .01 
F-actine et vÎrotox ine 4 0.72 ± .01 0.68 ± .02 
F-actine et virotoxine 5 0.86 ± .02 0.84± .03 
F-actine et phalloïd ine 0.76 ± .01 0.69± .01 
2.3.5 Antagonisme des virotoxines séparées sur l'action dépolymérisante 
de la DNAse 1 
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La figure Il représente la chute de viscosit"é d'une solution de 
F-actine après addition de DNAse 1. En absence de toxines, la DNAse 1 
dépolymérise la F-actine à une vitesse de 6.25 x 10-5 unités de visco-
sité spécifique / seconde. Par contre, en présence des virotoxines l, 2, 
3, 4, 5 ou de phallofdine, la baisse de viscosité est presque nulle (infé-
rieure à 2 x 10-6 unités de viscosité spécifique / seconde). Ceci indique 
la protection amenée par les toxines sur la F-actine contre l'action de la 
DNAse 1. Ces pentes ont été calculées entre 2000 et 12000 s., car entre 
o et 2000 s., on assiste à une chute rapide de viscosité suivie d'une sta-
bilisation de la réaction, comme nous l'avions observé au cours de la 
même expérience avec les fractions A et B des virotoxines. 
D'après la figure Il, les virotoxines 3 et 5 sont celles qui 
augmentent le moins la viscosité initiale de l'actine et la virotoxine 
2, celle qui l'augmente le plus. Cependant, toutes les virotoxines anta-
gonisent autant l'action de la DNAse 1. 
2.3.6 Effet des virotoxines séparées sur la protéolyse de la F-actine 
par la trypsine 
La trypsine est une protéase qui peut dégrader l'actine (71). 
L'effet de la trypsine sur l'actine se traduit par une chute importante 
de la viscosité d'une solution de F-actine. 
Il a été montré par Po11ender et Gruda que la pha110rdine 
protégeait la F-actine contre l'action de cette protéase (93). Nous 
FIGURE Il. Influence des virotoxines séparées sur la dépolymérisa-
tion de la F-actine induite par la DNAse l, suivie par 
viscosimétrie à 250 C. F-actine, 2,2 x lO-SM; viroto-
xines 1, 2, 3, 4, 5 et phallo~dine, 2,2 x lO-SM; 
DNAse l, rapport molaire DNAse I; G-actine de 1:1. 
+-- , F-actine; . ----, F-actine et virotoxine 1;.---
F-actine et virotoxine 2; 0-- - , F-actine et viroto-
xine 3; 0 - - - , F-actine et virotoxine 4; • - - -, F-
actine et virotoxine 5; 0-- F-actine et phallo~dine. 
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avons étudié l'influence des virotoxines sur cette réaction. 
La figure 12 montre l'effet des virotoxines séparées sur la 
protéolyse de l'actine par la trypsine, suivie par viscosimétrie. La 
viscosité spécifique de la F-actine seule chute très rapidement après 
l'addition de la trypsine. En effet, la F-actine se dégrade à une vites-
se de 0,016 unités de viscosité spécifique / minute. Par contre, en pré-
sence des virotoxines 1, 2, 3, 4, 5, la baisse de viscosité est inférieu-
re à 4 x 10-5 unités de viscosité spécifique / minute, tandis que la phal-
lo!dine entraîne une chute de 6.7 x 10-5 unités de viscosité spécifique / 
minute. 
On peut donc conclure que toutes lesvirotoxines protègent la 
F-actine contre l'action de la trypsine avec la_même efficacité et que 
la phallo!dine est légèrement moins efficace. L'effet observé n'est pas 
dû à une inhibition de la trypsine par les toxines, car ces toxines ne 
modifient pas la protéolyse d'autres protéines telle l'albumin~par la 
trypsine. Comme dans les expériences précédentes, la viscosité initiale 
de l'actine en présence de virotoxines ou de phallo!dine est supérieure 
à la viscosité initiale de l'actine seule. Les virotoxines 3 et 5 sont 
celles qui augmentent le moins cette viscosité initiale. 
2.3.7 Protection de la F-actine,par les virotoxines séparées, contre: les 
effets destructeurs de l'acide osmique 
Le tétroxyde d'osmium détruit la F-actine in vitro par coupure 
oxydante. Il se forme alors un complexe brun-noir probabLement composé 
de bioxyde d'osmium. ( : 89 ). La coupure de l'actine peut être suivie 
par viscosimétrie et l'apparition du complexe brun-noir par spectrophoto-
métrie. 
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FIGURE 12. Action des virotoxines séparées sur la protéolyse 
de la F-actine par la trypsine, suivie par viscosi-
métrie à 37oC. F-actine, 1,5 mg/ml (3,3 x 10-SM); 
trypsine, 0,1 mg/ml; virotoxines 1, 2, 3, 4, 5 et 
pha11o~dine, 3,3 x 10-SM. +--, F-actine; .--- , 
F-actine et virotoxine 1; .- - -, F-actine et viroto-
xine 2; 0- - -, F-actine et virotoxine 3; D--- F-actine 
et virotoxine 4;. - - -, F-actine et virotoxine 5; 
0--, F-actine et pha11ordine. 
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Gicquaud et ses collaborateurs ont montré que la phalloIdine protégeait 
l'actine in vitro contre l'attaque par l'acide osmique (47). Nous avons 
étudié l'effet des virotoxines sur cette réaction par viscosimétrie et 
spectrophotométrie. 
La figure l3A représente l'influence des virotoxines sur la 
vitesse de dégradation de la F-actine par l'acide osmique, suivie par 
viscosimétrie. L'addition d'acide osmique à la F-actine seule provoque 
une chute rapide de la viscosité, laquelle devient presque nulle après 
2 heures. En présence des virotoxines 2 et 4, la baisse de viscosité 
de la solution est beaucoup plus lente. En fait, la viscosité spécifi-
que met environ 6 heures avant de devenir nulle. Par conséquent, les 
virotoxines 2 et 4 protègent l'actine contre les effets destructeurs de 
l'acide osmique. Par contre, les virotoxines 3 et 5 protègent très peu 
l'actine contre l'action de l'acide osmique. Quan~ à la virotoxine 1 
et à la phalloIdine, leur protection est intermédiaire. 
Dans les 40 premières minutes de la réaction, on remarque pour 
toutes les courbes que la chute de viscosité est très faible. Ceci est 
dû à des réactions de pontage entre l'acide osmique et l'actine et ces 
réactions. tendent à compenser les coupures de l' actine. 
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Fait intéressant à noter, la viscosité spécifique de la F-actine, 
en présence des virotoxines 2 et 4, descend immédiatement après l'addition 
d'acide osmique, puis elle reste constante pendant une quinzaine de minu-
te avant de diminuer de nouveau plus rapidement. Or, on n'observe pas 
ce genre de plateau en présence de la phalloIdine et des virotoxines 
1, 3 et 5. 
FIGURE l3A. Protection des virotoxines séparées sur la F-actine, 
contre l'effet destructeur de l'acide osmique. La 
cinétique de la réaction est suivie par viscosimétrie 
à 20oC. F-actine, 2,2 x 10-SM. La F-actine se trouve 
en solution dans: KCl O,lM, CaC12 0,2 mM, ATP 0,2 mM, 
MgC12 lmM, tampon phosphate de potassium 25 mM, pH 
6,3; virotoxines l, 2, 3, 4, 5 et phalloïdine 2,2 x 
1o-SM; Os04, 3 mM. +- , F-actine; Â- - -, F-actine 
et virotoxine 1;. - - -, F-actine et virotoxine 2; 
0- - -, F-actine et virotoxine 3; 0- - -, F-actine 
et virotoxine 4;.- - -, F-actine et virotoxine 5; 
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FIGURE l3B. Protection des virotoxines séparées sur la F-actine, 
contre l'effet destructeur de l'acide osmique. La 
cinétique de la réaction est suivie par spectropho-
tométrie à 20oC. F-actine, 2,2 x 10-SM. La F-actine 
se trouve en solution dans: KCl O,lM, CaC12 0,2 mM, 
ATP 0,2 mM, MgC12 lmM, tampon phosphate de potassium 
25 mM, pH 6,3; virotoxines 1, 2, 3, 4, 5 et phallo!dine 
2,2 x 1o-SM; Os04, :3 mM. +- , F-actine;Â- - -, F-
actine et virotoxine 1; .- - -, ·F-actine et virotoxine 
2; 0- - -, F-actine et virotoxine 3; 0- - -, F-actine 
et virotoxine 4; .- - -,F-actine et virotoxine 5; 












































































































































La figure 13 B montre une expérience analogue suivie par 
spectrophotométrie. Les courbes représentant la cinétique de la réaction 
entre l'acide osmique et l'actine sont divisées en deux groupes: d'abord 
celui constitué par les virotoxines 2 et 4 qui ralentissent beaucoup la 
réaction, ensuite les virotoxines 3, 5 et la phalloldine qui ont une 
action beaucoup moins marquée. La virotoxine 1 exerce une protection 
intermédiaire. 
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Afin de montrer que l'inhibition de la réaction entre l'acide 
osmique et l'actine n'est pas due à une neutralisation de l'acide osmi-
que par ces toxines, nous avons mélangé des virotoxines avec l'acide os-
mique et suivi la réaction au spectrophotomètre. Aucune réaction n'a pu 
être mise en évidence par cette méthode, même à une concentration de tox ine 
10 fois supérieure à celle de l'essai. 
2.3.8 Mesure de l'influence des virotoxines séparées sur la vitesse de 
polymérisation de l~actine 
La figure 14 représente l'effet des virotoxines l, 2, _3, 4, 5 
sur la vitesse de polymérisation de la G-actine, observée par viscosimé-
trie. 
Ces résultats indiquent que les virotoxines l, 2, 4, 5 accélè-
rent la vitesse de polymérisation de l'actine de manière aussi marquée 
que la phalloIdine. La virotoxine 3 est cependant légèrement moins effi-
cace que les autres. L'expérience a été refaite plusieurs fois et est 
reproductible. 
FIGURE 14. Accélération de la vitesse de polymérisation de l'actine 
par les virotoxines séparées, suivie par viscosimétrie 
à 250 C. G-actine, 2,2 x 'lO-SM; MgC12, 0,8 mM; Viroto-
-S xines 1, 2, 3, 4, 5 et phalloldine, 2,2 x 10 M • 
• - , G-actine; Â- - -, G-actine et virotoxine 1; 
• - - -, G-actine et virotoxine 2; 0- - -, G-actine et 
virotoxine 3;0- - -, G-actine et virotoxine 4;.- --, 




























































3.0 CONCLUSION G~N~RALE DES ~SULTATS 
En résumé, nous avons montré que: 
- Les virotoxines se lient à l'actine et donnent un spectre 
différentiel virotoxines-actine différent du spectre phalloïdine~actine. 
- Les virotoxines protègent la F-actine contre l'iodure de 
potassium 0,6M, la cytochalasine B, la chaleur, la DNAse l, la trypsine 
et l'acide osmique. 
- Les virotoxines accélèrent l~ vitesse de polymérisation 
de la G-actine en F-actine. Dans les expériences faites par viscosimé-
trie, il arrive que les courbes de viscosité spécifique ne débutent pas 
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à la même valeur, dans les mêmes conditions de molarité et de rapports 
actine-toxine. Il est normal que de tels écarts se manifestent d'une 
préparation d'actine à l'autre pour diverses raisons dont des différences 
dans la pureté de l'actine d'une préparation à l'autre, ainsi que dans son 
état de polymérisation. Cependant, malgré ces variations, chaque expérience 
était reproductible. 
- Les virotoxines ont sensiblement la même efficacité, sauf en 
ce qu~ concerne la protection contre l'acide osm~que, où les virotoxines 
1 et 4 préservent beaucoup plus l'actine que leurs homologues l, 3 et 5. 
- L'effet de protection des virotoxines sur l'actine est optimum 
pour un rapport de 1 virotoxine: 1 actine. A des rapports plus élevés, 
l'efficacité des toxines augmente très peu. 
- Les virotoxines ajoutées à de l'actine déjà polymérisée, augmen-
°tent encore le degré de polymérisation. La viscosité initiale la plus faible 
est toujours donnée par la fraction 3 et la plus élevée presque toujours 
par la fraction 2. 






Nos résultats montrent que les virotoxines que nous avons 
préparées ont qualitativement la même action sur l'actine in vitro que 
la phallo~dine. 
Il est important de préciser que nous n'avons pas présenté 
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les résultats des courbes sous forme de moyenne, à cause de la faible quanti-
té de toxines disponibles (exemple: 0.5 mg de virotoxine ~ et 0.3 mg de 
virotoxine 5 pour toutes les expériences), ce qui limitait le nombre 
d'expériences. Toutefois, chaque expérience a été reproduite au moins 
trois fois et les résultats dans tous les cas étaient reproductibles. 
Les courbes illustrent donc une expérience représentative. 
1.0 STRUCTURE DES VIROTOXlNES 
A la fin de notre expérimentation, nous avons appris que 
Faulstich et ses collaborateurs (30), de l'Institut Max Planck en Alle-
magne, avaient réussi à purifier les virotoxines par HPLC. La figure 
15 A représente le diagramme d'élution obtenu par ces auteurs, comparati-
vement au nôtre sur la figure 15 B. On constate que ces deux chromato-
grammes sont presque identiques. En fait, la principale différence pro-
vient de la proportion des pics 3 et 4. 
Dans notre exemple de diagramme d'élution, l'absorbance du pic 
3 est inférieure à celle du pic 4, alors que dans les résultats de Fauls-
tich, le pic 3 a une absorbance légèrement plus élevée que le pic 4. De 
plus, le pic 1 obtenu sur le chromatogramme de Faulstich possède un épau-
lement que nous n'avons pas observé sur notre chromatogramme. Une chroma-
tographie sur couche mince du mélange de virotoxines extraites par ces 
auteurs a montré que celles-ci étaient formées de 6 composés, alors que 
FIGURE 15. Chromatogramme d'un mélange de virotoxin~obtenu par 
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nous en avons trouvé 5. Comme nos champignons n'ont pas été cueillis au 
même endroit que l'équipe d'Allemagne, nous pensons que ces différences 
peuvent provenir des origines du champignon lui-même. En effet, on sait 
que la composition en peptides de Amanita virosa est d'autant plus com-
plexe qu'elle varie avec l'origine du champignon. 
Faulstich et coll. (30) ont aussi identifié la structure géné-
rale des virotoxines, illustrée sur la figure 16 et dans le tableau 7. 
Si on compare la quantité relative de chaque virotoxine obtenue dans la 
purification de Faulstich et dans la nôtre, on s'aperçoit que le résul-
tat est très similaire. Nous nous sommes donc basés sur les résultats 
de Faulstich pour identifier nos fractions en comparant la vitesse de 
migration des virotoxines. Ainsi, notre fraction 1 correspondrait à 
l' [ala1]-virotdine, la fraction 2 à la viroisine, la fraction 3 à la 
désoxovirotsine, la fraction 4 à la viroidine et la fraction 5 à la déso-
xoviroidine. 
Ces auteurs ont aussi tracé le spectre d'absorption de la vi-
roisine (Figure l7A). On peut constater que ce spectre ressemble en 
tous points au nôtre (Figure l7B), avec un maximum près de 280 nm, suivi 
de deux épaulements à 295 et 305 nm. Finalement, il est important de 
noter que nous ne possédons aucune preuve chimique que nos toxines sont 
les mêmes que celles obtenues par Faulstich. Cependant, la similitude 
des résultats décrits ci-dessus nous permet de le croire. 
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FIGURE 16. Formule générale des virotoxines identifiée par Faulstich 
et coll., 1980. 
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TABLEAU 7: Variabilité structurale des chaînes latérales des positions 
1, 6 et 7 des virotoxines (Fau1stich et coll., 30). 
No. pic. Composé x R' R' 1 % 
1 [Ala1]viroïdine S02 CH3 CH3 
10% 
1 [Ala1]desoxoviroïdine SO CH3 CH3 
2 viroïsine S02 CH20H CH( CH 3)2 49% 
3 desoxoviroïsine SO CH20H CH( CH 3)2 19% 
4 viroïdine S02 CH3 CH( CH 3)2 18% 
5 desoxoviroïdine SO CH3 CH( CH 3)2 4% 
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FIGURE 17. (A), Spectre d'absorption U.V. de la phallofdine 
sulfone (courbe A), de la viroïsine à pH 7 (courbe 
B) et de la viroisine à pH Il (courbe B') Faulstich 
et coll. 1980; (B) Spectre d'absorption U.V. de la 




































2.0 ACTIVIT~ DES VIROTOXINES 
2.1 Pureté des fractions 
Nous avons 'VU qu'utilisées à concentration égale, les fractions 
A et B des virotoxines étaient m01ns actives que la phalloïdine et que 
la fraction B était plus active que la fraction A. Nous avons déjà pu-
blié ces résultats (48, 123). Nous croyons maintenant que la différence 
d'activité de ces deux fractions provient de la présence de plus d'im-
puretés chez la fraction A, puisque les virotoxines ont été purifiées 
en 5 composés par HPLC, et que ces composés ont en gros la même activi-
té sur l'actine. 
Nous nous sommes également demandés quel était le degré de pu-
reté de notre phalloïdine, car cette toxine n'avait pas été purifiée par 
HPLC. Une analyse récente de la pureté de notre préparation de phalloï-
dine par HPLC a montré qu'elle était pure à 90%. Par conséquent, nous 
avons utilisé un rapport molaire phalloïdine-actine un peu plus faible. 
L'activité de la phalloïdine est sans doute supérieure à celle que nous 
avons mesurée. 
2.2 Activité des virotoxines pures sur l'actine 1n vitro 
Nos résultats montrent que les virotoxines pures ont qualita-
tivement la même action sur l'actine in vitro que la phalloïdine. Il a 
d'ailleurs été démontré par Faulstich et coll. (27, 20) que les constantes de 
dissociation apparentes pour la phalloïdine et la viroïsine avec l'actine 
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sont semblabl~ (Kd = 2 x 10 M). De plus, nos résultats mont~ent que toutes 
les virotoxines ont sensiblement la même activité sur l'actine in vitro, 
sauf pour ce qui concerne l'effet des virotoxines sur la dégradation 
de l'actine par l'acide osmique: 
2.2.1 Protection des virotoxines sur la F-actine contre la destruction 
par l'acide osmique 
Nos résultats montrent que la viroisine (virotoxine 2) et la 
viroïdine (virotoxine 4) protègent beaucoup plus les filaments d'actine 
de la destruction par l'acide osmique que les autres virotoxines et la 
phallo!dine. La différenoe essentielle entre les virotoxines et les 
désoxovirotoxines est la nature du groupement X. (voir fig. 16 ). 
Pour la viroldine et la virolsine, la groupement X est un S02' tandis que 
pour la désoxoviroldine et la désoxoviroIsine, le groupement X est un SO. 
L'état d'oxydation du soufre dans cette molécule est donc important pour 
la protection contre l'acide osmique. 
Par contre, la nature du groupe R' ne semble pas jouer un 
grand rôle, puisque la virolsine et la viroldine qui ont des groupes R' 
différents, CH20H et CH3, ont la même activité. 
Or, l' [ala1]-viroldine possède un groupement X qui est un S02' 
mais ne fournit qu'une protection intermédiaire sur la F-actine contre 
la destruction par l'acide osmique. Puisque des changements dans la na-
ture du groupe R' ne semblent pas modifier l'activité des peptides, nous 
pensons donc que la différence d'activité de l'[ala1J-viroIdine comparée 
à la viroldine et la viroïsine provient de la nature du groupe R". Pour 
la viroïdine et la viroïsine, R" est représenté par un CH (CH3)2, alors 
que l' [ala1]-viroïdine possède un CH3 dans cette position. 
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- Hypothèse sur le mécanisme de protection des virotoxines 
sur la F-actine contre la destruction par l'acide osmique. 
Nous avons vu que le principal effet des virotoxines est de 
prolonger le temps de latence de la réaction entre la F-actine et l'acide 
osmique (Fig. 13). Puisque la viroldine et la virolsine prolongent davan-
tage ce temps de latence que les autres virotoxines et la phalloIdine, on 
peut émettre les hypothèses suivantes: 
Première hypothèse 
Puisque le tétroxyde d'osmium est un oxydant très puissant, la 
différence d'activité de ces toxines pourrait être due à une destruction 
des virotoxines par l'acide osmique, en particulier des toxines qui pos-
sèdent le groupe SO? 
Nous avons cherché à mettre en évidence une interaction entre 
l'acide osmique et les virotoxines en mélangeant ces deux composés à 
fortes concentrations. Nous n'avons noté aucune formation de noir d'os-
mium après plusieurs heures. Cependant, on ne peut pas exclure une réac-
tion entre l'acide osmique et les virotoxines qui ne conduirait pas à la 
formation de noir d'osmium. En effet, M. Bahr (7) considère que l'appa-
rition du noir d'osmium représente un des critères d'interaction entre 
une substance et l'acide osmique. S'il en est ainsi, les différences 
d'activités observées entre les virotoxines pourraient être dues à la 
structure même de la molécule. Ceci n'est probablement pas le cas car on 
devrait noter aussi une forte différence dans les autres expériences. 
Néanmoins, une dernière vérification pourrait être faite en pré incubant 
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les virotoxines avec l'acide osmique et en analysant par la suite leur 
activité. 
Deuxième hypothèse 
La cinétique de la réaction entre l'actine et l'acide osmique 
suivie par spectrophotométrie donne une courbe d'aspect sigmo~dal avec 
un temps de latence (Figure 13). On peut remarquer que la réaction s'ac-
célère au bout de 2 heures, ce qui correspond au temps où la viscosité 
spécifique tend vers zéro, c'est-à-dire lorsque les filaments d'actine 
sont fortement fragmentés. On peut penser que la F-actine contiendrait 
au moins deux types de sites réactionnels pour l'acide osmique. En pre-
mier lieu, il existerait un ou des sites immédiatement accessibles au 
fixateur. La réaction de ce dernier avec ces sites provoquerait la rup-
ture du filament d'actine et la libération subséquente des autres sites 
réactionnels. Ceux-ci, plus nombreux, entraîneraient une accélération 
de la réaction. Il est donc possible que les virotoxines, comme la phal-
lo~dine, protègent surtout les sites superficiels de l'actine. Une fois 
que ces sites ont réagi, les toxines n'exerceraient plus de protection sur 
les autres sites. Cette hypothèse expliquerait la diminution de protec-
tion des toxines après un certain temps d'incubation avec le fixateur. 
- Utilité des virotoxines pour améliorer la qualité de la 
fixationdes ·cellulesenmicroscopieélectronique. 
Selon Porter et Kal1man (101), ainsi que Bahr (7), la fixation 
de cellules par l'acide osmique entraîne une solubilisation et une ex-
traction des protéines cellulaires. De plus, il a été démontré par 
Maupin-Szamier et Pollard (89) que l'acide osmique détruisait la F-actine 
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~n vitro. Puisque l'actine constitue un élément essentiel de la cellule 
et que l'acide osmique est un fixateur universellement répandu en micros-
copie électronique, il est donc possible que l'observation de la protéine 
ait été rendue impossible dans plusieurs cellules. 
Bien que nos résultats montrent que les virotoxines protègent 
la F-actine contre l'attaque de l'acide osmique, nous ne sommes pas sûrs 
qu'elles pourraient être efficaces pour améliorer la fixation des cellu-
les et ceci pour deux raisons. D'abord, l'usage des virotoxines est limi-
té par le fait qu'elles sont imperméables à la plupart des cellules. Ces 
résultats proviennent d'expériences faites avec les virotoxines brutes. 
Deuxièmement, l'observation de filame~ts d'actine dans une cellule fixée 
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en présence de virotoxines ne signifie pas nécessairement que ces toxines 
soient efficaces pour la visualisation des filaments. En effet, il est 
difficile de savoir si ceux-ci ont été formés par suite de l'action des 
virotoxines ou s'ils ont été protégés contre l'effet de fixateur. Gicquaud 
et coll. (47) en étaient arrivés aux mêmes conclusions avec la phalloïdine. 
Il faut donc être prudents quant à l'interprétation des résultats concernant 
l'effet des virotoxines sur l'actine par microscopie électronique. 
2.2.2 Variations de viscosité initiale 
L'étude de l'effet des virotoxines sur la dégradation de l'actine 
par l'acide osm~que représente la seule expérience où l'on a observé des 
différences marquées de protection chez les virotoxines. On ne peut donc 
dire de façon générale que telle virotoxine est plus active qu'une autre. 
Cependant, nous avons aussi noté, dans les expériences de viscosimétrie, 
des variations de la viscosité spécifique initiale de la solution de 
F-actine, en présence des virotoxines. Ainsi, la viscosité spécifique 
initiale la plus élevée était presque toujours donnée par la virotoxine 
2 et la plus faible par la virotoxine 3. Il serait donc possible que la 
virotoxine 3 complète moins la polymérisation de l'actine que les autres 
virotoxines. 
3.0 Toxicité des virotoxines 
Dans notre article sur l'étude des fractions A et B des viro-
toxines (48), Mme Tuchweber a mis en évidence la toxicité de ces frac-
tions chez la souris, par injection intra-péritonéale. Les résultats 
montrent que la fraction A cause 90% de mortalité pour des concentrations 
de 8.5 mg / kg et que la fraction B cause 100% de mortalité à des concen-
trations de 5 mg / kg. L'autopsie a révélé que le seul organe affecté 
était le foie, qui devenait de couleur rouge sombre, en raison de l'accu-
mulation d'érythrocytes. En conclusion, il ressort de ces travaux que 
nos fractions de virotoxines ont les mêmes effets toxiques que la phallo~­
dine. 
Faulstich et coll. (30) ont étudié la toxicité in vivo de la 
viroïsine, par injection intrapéritonéale de la toxine chez la souris 
blanche. Leurs résultats montrent une valeur de LD50 identique à celle 
de la phallo~dine, c'est-à-dire 2.5 mg / kg. De plus, dans les deux cas 
les animaux mouraient d'une sévère hémorragie du foie, de 2 à 5 heures 
après l'administration de virolsine ou de phallo~dine. 
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Ces auteurs n'ont utilisé que la viroIsine dans leurs études 
de toxicité à cause de la plus grande abondance de cette toxine. Cepen-
dant, il a déjà été démontré par Low et Wieland (22, 77) pour les compo-
sés de la famille des phallotoxines, que plus une toxine était active 
sur l'actine, plus elle était toxique. Puisque nos résultats montrent 
que l'interaction des virotoxines séparées avec l'actine est sensiblement 
la même pour toutes les toxines, nous croyons que leur toxicité pourrait 
être la même. 
4.0 Mécanisme de toxicité des virotoxines 
D'après Faulstich et coll. (30, 33, 34, 141), l'interaction 
des phallotoxines avec l'actine des cellules du foie, représente probable-
ment la cause de leur toxicité. En effet, on sait que l'actine joue un 
rôle dans l'élaboration du cytosquelette de l'hépatocyte, entre autre au 
niveau du canalicule biliaire, et dans le maintien des microvillosités. 
De plus, elle participe aux phénomènes de motilité intracellulaire comme 
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la sécrétion biliaire. La présence de phallordine dans l'hépatocyte entraî-
ne la polymérisation irréversible de l'actine, donc une accumulation de 
filaments, auxquels on attribue une large part dans certains événements 
comme: la perte de microvillosités, l'altération du canalicule biliaire, 
la vacuolisation et l'endocytose (43, 105, 121, 134, 140). 
Puisque nos études in vitro et les études in vivo de Tuchweber 
et coll. (en cours de publication) montrent que les virotoxines se com-
portent de la même façon que la phallofdine, nous pensons que le mécanis-
me de toxicité des virotoxines est le même que celui de la phallordine, 
bien que la structure de ces deux groupes de peptides soit différente. 
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5.0 Mode d'interaction des virotoxines avec l'actine au niveau 
moléculaire 
D'après Faulstich et coll. (30), si les effets biologiques des 
virotoxines et de la phallordine sont identiques, le mode d'interaction 
au niveau moléculaire de ces deux peptides avec l'actine serait diffé-
rent. La phallordine est un peptide bicyclique rendu rigide par le pont 
thio éther entre le tryptophane6 et la cystéine3 (Fig. 18 a). Selon 
Faulstich et Wieland (23), la phallordine se lierait de manière rigide 
avec l'actine par l'intermédiaire de 4 groupes fonctionnels: la cystéine3 , 
le 5 l ' 4 méthyl de l'alanine, l'allohydroxy de la pro ~ne et le groupe indole 
du tryptophane6 . La rupture du pont thio indole rend la molécule monocycli-
que et plus flexible, supprimant ainsi son interaction avec l'actine et 
toute activité biologique. 
D'après le spectre différentiel u.v. représentant le lien des 
virotoxines à l'actine, le groupe indole fait aussi partie du site liant. 
On pense que les autres ~arties essentielles pour le lien de la phallor-
dine avec l'actine sont aussi impliquées chez les virotoxines, quoiqu'on 
n'ait pas encore de preuve à ce sujet (33, 34). Cependant, les virotoxines 
étant dépourvues du pont thio indole possèdent une nature monocyclique 
(Fig. 18 B). On suppose donc que la topologie du site liant doit posséder 
plus de flexibilité que dans la phallordine. En conséquence, on pensait 
que les virotoxines montreraient une plus faible affinité à l'actine. Or, 
nos résultats montrent que les virotoxines possèdent une activité égale 
ou supérieure avec l'actine que la phallordine. Ceci peut être expliqué 
par la présence de sites additionnels d'interaction avec l'actine, absents 
FIGURE 18. Structure de la phallofdine (A), comparée à l' [ala1J-
virofdine (B). Les parties probablement impliquées 
dans le lien à l'actine sont indiquées par des lettres 
ou des traits plus foncés. Les parties qui contribuent 
spécialement au lien de l' [ala1]-virofdine à l'actine 
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chez la phallordine. Ces sites peuvent être: la chaîne latérale de la 
D-sérine et le groupe hydroxy additionnel de la proline (Fig. 18 B). 
Buku a fourni une évidence préliminaire pour cette hypothèse (12). 
Un analogue des virotoxines, préparé à partir de la phallordine ne 
possédant pas le second groupe hydroxy de la proline et contenant de 
la L-alanine au lieu de la D-sérine, était complètement dépourvu d'ac-
tivité biologique. 
Selon Faulstich et coll. (30), la plus grande flexibilité du 
cycle des virotoxines leur permettait de s'adapter au site actif de l'ac-
tine, par un mécanisme d'induction qui serait renforcé par les fonctions 
hydroxy supplémentaires. 
6.0 Biosynthèse ou origine des virotoxines pour le champignon Amanita 
virosa 
Selon Faulstich et coll. (33), environ 60% de la structure de 
la viroisine est composée d'acides aminés présents chez les phallotoxines 
alors que 40% des acides aminés restant contiennent de nouvelles parties 
qui, cependant, sont apparentées à celles trouvées chez les phallotoxines. 
Pour ces raisons, les auteurs croient que les virotoxines peuvent être en-
gendrées des phallotoxines, ou, au moins, proviennent de molécules pré-
curseurs communes. La figure suivante montre deux séquences métaboliques 
qui pourraient convertir les phallotoxines en virotoxines. 
Quoiqu'il en soit, le champignon Amanita virosa possède deux 
groupes de peptides toxiques montrant la même activité biologique, mais 
différant distinctement dans leur structure. Puisqu'on a détecté aucun 
constituant ou intermédiaire sans activité biologique, il semble proba-
ble que la nature ait produit et préservé ces peptides pour une fonction 
physiologique qui demeure inconnue. 
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FIGURE 19. Deux séquences de réactions mé t aboliques pouvant 
convertir les phallotoxines en virotoxines (Faulstich 
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7.0 CARACTERISATION DU CHAMPIGNON AMANITA VIROSA 
Il a été montré que la S, la y et l'e - amanitine, trois des 
amatoxines considérées parmi les plus toxiques chez le champignon Amanita 
phallordes, sont absentes chez l'espèce Amanita virosa (25, 151). Par contre 
le champignon Amanita virosa provenant d'Europe contient une quantité con-
sidérable d'a -amanitine, une autre amatoxine naturelle très toxique, ain-
si qu'un nouveau peptide identifié récemment par Buku comme de l'amanina-
mide (13). L'.Amanita .virosa provenant d'Amérique du Nord ne renferme pas 
d'amanitines, mais seulement de l'amaninamide. Selon Buku, il est pos-
sible que l'amaninamide d'Amanita virosa soit le précurseur de l'a -amani-
tine, par suite d'une réaction d'hydroxylation. Cette réaction serait 
possible chez le champignon Amanita virosa européen, mais pas chez son 
homologue d'Amérique du Nord. 
Puisque le champignon Amanita virosa diffère largement de l'Ama-
nita phallo!des dans son contenu en amatoxines, en phallotoxines et par 
la présence des virotoxines, il est possible que ce champignon représen-
te ainsi une espèce différente. 
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CONCLUSION 
Les résultats de nos travaux démontrent que les virotoxines, 
comme la phalloidine, se lient à l'actine, accélèrent la vitesse de 
polymérisation de l'actine G en actine F et stabilisent cette dernière 
contre des conditions physiques et chimiques qui normalement dépolyméri-
sent ou déstabilisent le filament d'actine. Bref, les virotoxines ont 
qualitativement la même action sur l'actine in vitro que la phallordine. 
Utilisées à concentrations égales, les virotoxines sont au moins aussi 
actives que la phallo!dine. Quoiqu'il en soit, malgré le fait que la 
phallo!dine et les virotoxines aient qualitativement la même action sur 
l'actine in vitro, la différence de structure de ces deux groupes de pep-
tides suggère que leur mécanisme d'interaction avec l'actine doit être 
différent. 
D'autre part, nous avons montré que les cinq virotoxines sont 
toutes aussi actives sur l'actine, malgré la variabilité de leurs chaînes 
latérales, sauf en ce qui concerne la protection contre la dégradation 
par l'acide osmique, où la viro1sine et la viroiaine préservent beaucoup 
plus l'actine que leurs homologues désoxo. 
Cette recherche revêt donc une triple importance. Premièrement, 
elle nous a permis de mieux caractériser le champignon Amanita virosa 
qui semble être une espèce unique par son contenu en toxines. Ainsi, 
il serait donc possible d'utiliser ce champignon en chemotaxonomie, en 
particulier pour le distinguer de champignons morphologiquement très 
semblables, comme l'Amanita bisporigera. De plus, les virotoxines en sta-
bilisant la F-actine représentent un outil supplémentaire pour étudier 
le rôle de l'actine dans la cellule et, par conséquent, de l'appareil 
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contractile. Finalement, les résultats de nos travaux apportent une 
contribution à l'élucidation du mécanisme d'interaction des virotoxines. 
Il va sans dire que des recherches ultérieures s'imposent afin de mieux 
comprendre ce mécanisme d'interaction, ainsi que le mécanisme d'empoi-
sonnement par les amanites. 
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